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Ruckfaltung von Membranproteinen 



Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstel- 
lung von in ihre native oder aktive Struktur gefalteten Protei- 
nen aus der Gruppe, die Membranproteine, insbesondere Rezepto- 
ren, vorzugsweise aus der Familie der G-proteingekoppelten Re- 
zeptorenr sowie Teilsequenzen, homologe Sequenzen, mutierte Se- 
quenzen und abgeleitete Sequenzen der Membranproteine und Re- 
zeptoren umfaflt^ mit den Schritten: 

Bereitstellen von in einem ersten Detergens solubilisier- 
tem Protein, und 

Austausch des ersten Detergens' gegen ein zweites Deter- 
gens, das die Faltung des Proteins in dessen native oder 
aktive Form induziert^ 
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Fiir Membranproteine ist ein derartiges Verfahren aus dem Arti- 
kel "Refolding of Escherichia coli produced membrane protein 
inclusion bodies immobilised by nickel chelating chromatogra- 
phy", Rogl et al. in FEBS Letters 432 (1998) 21-26, bekannt. 

Ein Verfahren zur Riickfaltung von Rezeptorprotein ist aus dem 
-Ai^tike4--^xpression-of— an-aifac4::or-^ 

lit Purification, Reconstitution, and Ligand Binding" von Kie- 
fer et al, in Biochemistry 35 (1996) 16077-16084, bekannt. 

Den beiden Verof f entlichungen liegt das Problem zugrunde, dai3 
Membranproteine, zu denen auch die Rezeptoren gehoren, zwar in 
groBer Menge mit Hilfe von Expressionsvektoren in Bakterien 
produziert werden konnen, daJ3 das produzierte Protein jedoch 
nicht "aktiv" ist. Das Protein wird namlich nicht in die Mem- 
bran integriert sondern liegt zunachst im denaturierten Zustand 
vor und muJ3 durch einen Detergensaustausch in die native oder 
aktive Struktur (ruck)gef altet werden. Die Aggregate von 
"inaktivem" Protein werden in der englischsprachigen Literatur 
als inclusion bodies bezeichnet. 

Fur die Membranproteine Toc75 und LHCP beschreiben Rogl et al. 
ein Verfahren, bei dem als erstes Detergens N-Lauroylsarcosin 
und als zweites Detergens Triton X-100® verwendet wurden. Durch 
den Austausch des chaotropen durch das milde Detergens ergab 
sich eine Riickfaltung des aggregierten Proteins. 

GemaB Kiefer et al. wurde ein G-proteingekoppelter Geruchsre- 
zeptor durch Detergensaustausch von N-Lauroylsarcosin in Digi- 
tonin wahrend der Bindung an eine Nickelsaule in die aktive 
Struktur uberfiihrt. 



In beiden Fallen konnte gezeigt warden, dai3 das zunachst in 
Form von inclusion bodies vorliegende aggregierte Protein zu- 
nachst in einem denaturierenden Detergens solubilisiert and 
dann durch den beschriebenen Detergensaustausch in seine aktive 
Struktur uberfuhrt werden konnte, die durch entsprechende Bin- 
dungsmessungen verifiziert wurde. 



An Membranproteinen, insbesondere an Rezeptoren in nativer oder 
aktiver Form besteht nicht nur wissenschaftliches sondern auch 
grofies koinmerzielles Interesse, denn die Membranproteine sind 
Bestandteile aller biologischen Membranen und verleihen den 
verschiedenen zellularen Membranen ihre Spezifitat, sind insbe- 
sondere fiir den Stoff- und Reizaustausch verantwortlich. 

Die spezifische Erkennung einer chemischen Verbindung durch den 
zugehorigen Rezeptor hat z.B. zur Folge, daJ3 die Zielzelle ih- 
ren physiologischen Zustand andert. Darum sind Rezeptoren die 
wichtigst.en Zielmolekule fur vMedik^ment^ ca. 3/4 aller im Han- 
del befindlichen Pharmaka wirken auf Rezeptoren, die meisten 
davon wiederum auf sogenannte G-proteingekoppelte Rezeptoren, 
die im menschlichen Genom mehrere hundert Vertreter haben. 

Fiir die Entwicklung von spezifischen Antikorpern, von Medika- 
menten etc. ist es vor diesem Hintergrund sehr wunschenswert , 
Membranproteine, insbesondere Rezeptoren in aktiver oder nati- 
ver Struktur in groflen Mengen zur Verfiigung zu haben. Da diese 
Proteine im Gewebe jedoch nur in sehr geringer Konzentration 
vorkommen, ist es erf orderlich, ein System zur rekombinanten 
Uberexpression der Membranproteine und Rezeptoren einzusetzen. 
Hierzu kann zum einen in eukaryotischen Zellen (Sauger- oder 
Insektenzellen) f unktionelles Protein erzeugt werden, die Sy- 
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stem sind jedoch teuer, und die Expressionsraten sind niedrig, 
was ebenfalls von Nachteil ist. Auch bei der bakteriellen Ex- 
pression kann man f unktionelles Protein erhalten^ allerdings 
ist hier die Expressionsrate in der Regel noch niedriger als 
bei eukaryotischer Expression. 

-Vor— d-iesem— Hint.engnund_bes_chreiben die beiden eingangs erwahn- 
ten Verof fentlichungen Verfahren^ bei denen das Protein im 
Zellinneren exprimiert wird^ wo es jedoch aggregiert, also 
nicht funktionell vorliegt. Der Vorteil dieser Methode liegt 
darin, daJ3 sehr groBe Mengen an Protein hergestellt werden kon- 
nen, Kiefer et al. berichten, dai3 bis zu 10 % des Zellproteins 
und damit 100-10.000 mal mehr Protein als mit anderen Ex- 
pressionssystemen hergestellt werden kann. Die dabei erzeugten 
inclusion bodies, uber die auch Rogl et al. berichten , miissen 
dann zunachst solubilisiert und durch den eingangs bereits be- 
schriebenen Detergensaustausch in ihre native oder aktive 
Struktur uberfuhrt werden. 

Selbstverstandlich richtet sich das kommerzielle Interesse 
nicht nur auf Membranproteine und Rezeptoren in ihrer naturlich 
vorkommenden Sequenz, vielmehr sind auch Teilsequenzen, homolo- 
ge Sequenzen, mutierte Sequenzen pder abgeleitete Sequenzen von 
Membranproteinen und Rezeptoren Gegenstand dieser Erfindung, 
denn sie ermoglichen je nach Funktionalitat nicht nur Einblicke 
in die Struktur von Membranproteinen und Rezeptoren , sondern 
auch ein rationales Medikamentendesign. 

In diesem Zusammenhang sei erwahnt, dafl die DNA-Sequenz fur 
viele Rezeptoren bekannt ist, derartige Sequenzen sind in der 
EMBL-Datenbank enthalten. Da diese DNA-Seguenzen meistens keine 
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Introns enthalten, laJ3t sich die kodierende Seguenz iiber PGR 
aus genomischer DNA Oder uber RT-PCR aus mRNA herstellen. Diese 
DMA kann dann in einen entsprechenden Expressionsvektor klo- 
niert werden, 

Unbekannt ist jedoch die Struktur des Translationsproduktes, so 
daB die Bereitstellung von erf indungsgegenstandlichen Proteinen 
in ausreichender Menge Kristallisationsexperimente etc. ermSg^ 
licht/ um die Struktur weiter aufzuklaren. 

Es sei noch erwahnt, daJB eukaryotisch und bakteriell exprimier- 
te Rezeptoren durch die Glykosylierung unterschieden werden 
konnen. G-proteingekoppelte Rezeptoren besitzen namlich am N- 
Terminus eine oder mehrere Glykosylisierungsstellen, die im 
endoplasmatischen Retikulum oder spater in Golgi-Apparat mit 
einem Oligosaccharid modifiziert werden. Bakterien modif izieren 
diese Seguenzen dagegen nicht. 

Durch Behandlung eines Teil des Proteins mit N-Glykosidase F 
Oder N-Glykosidase A kann der Saccharidanteil abgespalten wer- 
den, so daB auf einem SDS-Gel eine unterschiedliche LauflSnge 
fiir Protein vor und nach dieser Behandlung zu erkennen ist, 
wenn das Protein in eukaryotischen Zellen exprimiert wurde. Bei 
bakteriell exprimiertem Protein sind keine Lauf langenunter- 
schiede erkennbar. 

Obwohl die in den eingangs erwahnten Verof f entlichungen be- 
schriebenen Verfahren zur Herstellung von Membranprotein bzw. 
Rezeptorprotein zu aktiven Strukturen fuhren, sind die be- 
schriebenen Verfahren nach Erkenntnis der Erfinder der hier 
vorliegenden Anmeldung insofern nicht zuf riedenstellend, als 



die Ausbeute niedrig und das Verfahren schlecht reproduzierbar 
ist. 

Vor diesem Hintergrund ist es Aufgabe der vorliegenden Erfin- 
dung, das eingangs erwahnte Verfahren dahingehend weiterzubil- 
den, daB bei guter Reproduzierbarkeit eine hohe Ausbeute des 
Proteins in aktiver oder nativer Struktur erreicht wird. 



Erf indungsgema3 wird diese Aufgabe dadurch gelost, daR das 

K 

|zweite Detergens ausgewahlt ist aus der Gruppe: 
Alkyl-N,N-dimethylglycin (Alkyl = C8-C16) 

Alkylglykoside (Alkyl = C5-C12, auch verzweigtkettige oder 
cyclische Alkylreste, glycosid = Alle Mono- und Disaccha- 
ride ) 

- Saccharid-Fettsaureester ( bspw. Sucrosemonododecanoat ) 

Alkylthioglycoside (Alkyl = C5-C12, auch verzweigtkettige 
Oder cyclische Alkylreste, glycosid = Alle Mono- und 
Disaccharide mit S- statt 0-glycosidischer Bindung) 

Gallensauren (Cholat, Deoxycholat) und Derivate (bspw. 
CHAPS, CHAPSO) 

Glucamide (MEGA-8 bis -10, HEGA) 

Lecithine und Lysolecithine (bspw, DHPC, C12-Lysolecithin) 



Alkyl-Phosphorylcholin (Alkyl = CIO - C16). 
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Angesichts der Tatsache, dafl nur wenige Detergentien uberhaupt 
in der Lage sind, Membranproteine Oder gar Rezeptoren stabil in 
Losung zu halten, ist es umso uberraschender, dali Alkyl- 
Phosphorylcholin, dessen Verwendung fiir G-proteingekoppelte Re- 
zeptoren bisher in der Literatur nicht beschrieben wurde^ sogar 
in der Lage ist^ eine Riickfaltung in die native Struktur zu in- 

duzier.en_. I m Falle eines Adenosinrezeptors konnten die Erfinder 

nachweisen, dafl der riickgef altete Rezeptor native Bindungsei- 
genschaften aufweist, wenn als zweites Detergens Alkyl- 
Phosphorylcholin eingesetzt wird. Auch fiir andere Rezeptoren 
konnte die Riickfaltung mit einem der Detergentien aus der oben 
genannten Gruppe gezeigt werden. 

Dabei ist es bevorzugt, wenn das Protein in Form von inclusion 
bodies in einer mit einem Expressionsvektor transf ormierten 
Zellinie produziert wird^ in den ein fiir das Protein kodieren- 
des Gen kloniert ist^ wobei das Protein vorzugsweise Teil eines 
Fusionsproteins ist und vor oder nach dem Detergensaustausch 
von dem Fusionsprotein abgespalten wird. 

Die Expression der fiir das erf indungsgegenstandliche Protein 
kodierenden DNA-Sequenz als Fusionsprotein hat gegeniiber der 
direkten Expression ohne Tragerprotein den Vorteil, dal3 dieses 
das gewiinschte, jedoch expressionssystemf remde Protein vor Ab- 
bau durch Proteasen schiitzt und zu einem hoheren Expressions- 
niveau fiihren kann. Insbesondere durch die Verwendung von 
Glutathion-S-Transf erase (GST) als Tragerprotein wird die LQs- 
lichkeit von in groflen Mengen expriraierten Proteinen in der 
Wirtszelle erhoht und die Isolierung erleichtert. Das Trager- 
protein kann ferner zur Reinigung von Fusionsproteinen benutzt 
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werden, wenn geeignete Antikorper vorliegen, Gleiches gilt fiir 
af f initatschromatographische Reinigungsverf ahren • 

Dabei ist es welter bevorzugt, wenn die inclusion bodies aufge- 
relnigt und durch Zusatz des ersten Detergens solubllislert 
werden, wobei das erste Detergens ausgewahlt 1st aus der Grup- 

^pe-: 

^k^^^^ N-Lauroylsarcosin/ Dodecylsulf at , andere geladene Detergentien 
^^^Moder Harnstoff bzw, Guanidiniumchlorid in Komblnation mit gela- 
denen oder ungeladenen Detergentien. 

Wlchtig 1st dabei, dal3 die Bedingungen, um das Protein in L6- 
sung zu bringen, denaturierend sind, so dai3 sie die Ausblldung 
der nativen Struktur nicht ermoglichen . 

Dabei ist es insgesamt bevorzugt, wenn das zwelte Detergens in 
einem Faltungspuf f er mit gemischten Llpid/Detergensialcellen 
vorliegt, wobei der Faltungspuf fer vorzugswelse das zwelte De- 
^^^^^ tergens und Phospholipid aus elner natiir lichen Quelle, vorzugs- 
^^^^P welse einen Lipldextrakt aus Gewebe enthalt, in dem das Protein 
natiir llcherweise vorkoromt. 

Hierbei 1st von Vortell, daJ3 gegeniiber der Verwendung von rel- 
nen Detergensmicellen die Ausbeute an natlvem Protein noch ver- 
bessert werden kann. Den Lipldextrakt aus dem Gewebe, in dem 
der Rezeptor natiir licherweise vorkommt, kann man auch simulie- 
ren, Indem Lipide mit elner ahnlichen Zusammensetzung verwendet 
Oder gemischt werden. 
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Beziiglich des Detergensaustausches ist es bevorzugt, wenn die* 
ser durch Dialyse- oder Ultraf iltrationsverf ahren, bzw. iiber 
chromatographische Verfahren oder durch Verdiinnen des solubili- 
sierten Proteins in einen das zweite Detergens enthaltenden 
Puffer erfolgt. 

Die — i-nrsowei-fe — beschriebenen — Verfahren zum Detergensaustausch 

sind untereinander austauschbar and bieten jades fiir sich spe- 
zifische Vorteile beziiglich der Handhabung, der Verf ahrensdauer 
sowie der erreichbaren Ausbeute. 

Nach dem Detergensaustausch mufi in dem Protein noch zumindest 
eine konservierte Disulf idbriicke ausgebildet werden, was vor- 
zugsweise durch Zugabe einer Mischung aus oxidiertem und redu- 
ziertem Glutathion erfolgt. 

Das gefaltete Protein kann ferner in Proteoliposomen eingebaut 
werden, die kiinstlich hergestellte Vesikel sind und eine funk- 
tionstiichtige Einheit darstellen. Mit Hilfe dieser gezielt her- 
gestellten Proteoliposomen konnen bestimmte Prozesse an den 
Membranproteinen/Rezeptoren gezielt untersucht werden. 

Vor diesem Hintergrund betrifft die vbrliegende Erfindung fer- 
ner Proteoliposomen mit nach dem obigen Verfahren hergestelltem 
Protein. 

Ferner betrifft die vorliegende Erfindung die Verwendung eines 
Detergens ' zur Herstellung von in ihre native oder aktive 
Struktur gefalteten Proteinen der oben beschriebenen Art, wobei 
das Detergens ausgewahlt ist aus der Gruppe: 
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Alkyl-N,N-dimethylglycin (Alkyl = C8-C16) 

Alkylglykoside (Alkyl C5-C12, auch verzweigtkettige oder 
cyclische Alkylreste, glycosid = Alle Mono- und Disaccha- 
ride) 

Sa"cchar±d=^Fettaa\iireeste^ 

Alkylthioglycoside (Alkyl = C5-C12^ auch verzweigtkettige 
Oder cyclische Alkylreste, glycosid = Alle Mono- und 
Disaccharide mit S- statt 0-glycosidischer Bindung) 

Gallensauren (Cholat, Deoxycholat) und Derivate (bspw. 
CHAPS, CHAPSO) 

Glucamide (MEGA- 8 bis -10, HEGA) 

Lecithine und Lysolecithine (bspw. DHPC, C12-Lysolecithin) 

Alkyl-Phosphorylcholin (Alkyl = CIO -.C16), 

Weitere Vorteile ergeben sich aus der nachstehenden Beschrei- 
bung bevorzugter Ausfiihrungsbeispiele. 

Es versteht sich, daJ3 die vorstehend genannten und die nach- 
stehend noch zu erlauternden Merkmale nicht nur in den jeweils 
angegebenen Kombinationen, sondern auch in anderen Kombina- 
tionen oder in Alleinstellung verwendbar sind, ohne den Rahmen 
der vorliegenden Erfindung zu verlassen. 
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Die Erfindung wird nachfolgend anhand der Beschreibung einzel- 
ner Beispiele naher erlautert« 

Beispiel 1 : Herstellen eines Expressionsvektors mit cDNA 

fur Rezeptorprotein 

Dire — DNA^Sequenzen — f iir— d-i-veirSe~-Re2epfeor^profee-ine — und — auch-~Mem=^ 
branproteine sind in der EMBL-Datenbank enthalten, sie weisen 
zumeist keine Introns auf. Mit Hilfe von Primern kann also die 
erforderliche DNA uber PGR aus genomischer DNA oder iiber RT-PCR 
aus mRNA hergestellt werden. 

Diese DNA wird dann in einen Expressionvektor kloniert, der zur 
Expression eines Fusionsproteines konstruiert wurde. Das Tra- 
gerprotein kann bspw. Glutathion-S-Transf erase (GST) sein, wie 
dies in dem eingangs erwahnten Artikel von Kiefer et al. be- 
schrieben ist, wo ein Fusionsprotein aus dem Rezeptor 0R5 und 
GST er-zeugt wurde. ^Der Expressionsvektor wird in eine Zellinie 
trans formiert, die das Fusionsprotein exprimiert. Das Protein 
wird dabei nicht in die Membran eingebaut, sondern liegt zumin- 
dest zum Teil aggregiert in Form von inclusion bodies in Zyt- 
plasma vor und ist somit nicht korrekt gefaltet. 

Beispiel 2 ; Isolierung von exprimiertem Protein 

Der AO-Adenosinrezeptor aus dem Hai Squalus Acanthias wird in- 
frame in den Vektor pGEX2a-2c-His kloniert. Dieser Vektor ent- 
halt hinter dem Tac-Promotor die Sequenz, die fiir Glutathion-S- 
Transferase und eine darauf folgende Thrombinspaltstelle ko- 
diert, dann eine Polylinkersequenz und schlieBlich sechs Histi- 
dincodons und ein Stopcodon. 
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Die Vektoren werden in den E. coli-Stamm BL21 trans formiert . 
Die Proteinexpression wird durch Zugabe von IPTG induziert und 
die Zellen werden nach weiteren drei Stunden geerntet. Nach Ly- 
sozymbehandlung und Ultraschallauf schliiJJ werden die Membranen 
und inclusion bodies durch Zentrif ugation von den loslichen 
Proteinen abgetrennt. 



Beispiel 3; Solubilisierung des Proteins und saulenchroma- 

tographischer Detergensaustausch 

Die inclusion bodies werden durch Zugabe von 1,5 % N- 
Lauroylsarcosin bei O'^C solubilisiert und mit einem Puffer 
(0,1 % Alkyl(C14)phosphorylcholin) auf das funffache Volumen 
verdiinnt. Zu dieser Losung gibt man Thrombin und inkubiert 16 
Stunden bei 20 "C, urn den Rezeptor von GST abzuspalten. An- 
schlieBend werden unlosliche Zellbestandteile abzentrif ugiert . 

Der Uberstand wird auf Ni-NTA- Agarose (Qiagen) gegeben und eine 
Stunde lang bei 4^*0 inkubiert , wobei der Rezeptor an die Nik- 
^^^^ kelmatrix bindet. Danach uberfuhrt man das Nickelmaterial in 
^^^B eine Saule und wascht zum Detergensaustausch mit einem Puffer, 
der 0,01 % Alkyl(C14 )phosphorylcholin als zweites Detergens 
enthalt, Dadurch werden das N-Laurolylsarcosin (erstes Deter- 
gens) und kontaminierende Proteine entfernt. 

Beispiel 4 ; Rekonstitution des Proteins 

Zur Rekonstitution lost man eine Lipidmischung, die aus 70 % 1- 
Palmitoyl-2-oleoylphosphatidylcholin und 30% l-Palmitoyl-2- 
oleoylphosphatidylglycerol besteht, zusammen mit der doppelten 
(w:w) Menge Dodecylmaltosid in Chloroform und entfernt das L6- 
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sungsmittel im Vakuum. Oarauf gibt man das gereinigtie Protein 
aus Beispiel 3 und inkubiert mindestens eine Stunde lang. Das 
Detergens wird iiber eine Polystyrensaule (Calbiosorb von Cal- 
biochem) entfernt, worauf sich Liposomen mit inkorporiertem Re- 
zeptor bilden (Proteoliposomen) . 

Durch— Lri-gandenbindungsmessungen— konn^^ — daJ3— der_ 

Rezeptor in nativer Struktur vorliegt. 

Beispiel 5 ; Detergensaustausch mit Lipid/Detergensmicellen 

Es werden folgende StammlSsungen angesetzt: 

Cholesterol, Sigma C8667, 100 mg/ml in CHCI3 
Schafhirnphospholipid/ Sigma P4264/ 100 mg/ml in CHCI3 

- . Sojabohnenlecithin, Sigma P3644, 100 mg/ml in CHCI3 

100 mg von Alkyl(C16 )-Phosphorylcholin in 50 ml-Flaschen, 
gelost in 1-2 ml CHCI3; Zugabe von 2B fjg Cholesterolstamm- 
losung, 32 jjI Schafhirnphospholipid-Stammlosung^ 40 }ul So- 
jabohnenlecithin-Stammlosung; CHCI3 abdampfen und wenig- 
stens 30 Minuten bei weniger als 15 mbar trocknen; Zugabe 
von 1 ml Wasser^ um eine klare Losung zu erhalten 
(Detergens-Stammlosung, 100 mg/ml) 

Thrombin, Sigma T4648, 1,000 u/ml in HjO, gelagert bei 
-20«C 



Sarcosyl: 10 % N-Lauroylsarcosin in HjO, autoklaviert 

10 X PBS: 200 mM Natriumphosphat ^ 1,5 M NaCl, pH 7,0 

2 ml 3 % Sarcosyl warden in PBS auf genommen und au£ Eis gela- 
gert. 2 ml inclusion bodies aus Beispiel 2 zugeben und schut* 

tein — sow-ie — eine— Min^ite~mit— Ultraschall— behandeln.. Unmi.t_t_e_lb.arL 

danach 16 ml 0,1 % Detergens-Stammlosung in PBS hinzugeben. 

Bereits hier erfolgt ein Detergensaustausch, Sarcosyl wird un- 
ter den cmc-Wert verdiinnt, wahrend die Endkonzentration von Al- 
kyl(C16)phosphorylcholin oberhalb des cmc-Wertes liegt. 

Nach Zugabe von 15 u Thrombin wird die Losung iiber Nacht bei 
20 ®C gehalten, um das Fusionsprotein zu spalten. 

Danach wird die Losung fur 30 Minuten bei 4**C mit 40.000 UPM 
zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. 

Zu dem Uberstand werden 20 mM Imidazol aus einer 1 M- 
Stammlosung (pH 7,0) hinzugegeben . Diese Losung wird zu ent- 
sprechend auf gereinigtem Saulenmaterial Ni-NTA superflow 
(Qiagen) hinzugegeben und in einem Kuhlraum (4-8°C) ftir eine 
Stunde maflig rotiert, um ein Absetzen des Materials zu verhin- 
dern. Auf diese Weise bindet das Rezeptorprotein an das Saulen* 
material. 

Danach wird das Saulenmaterial fiir eine Minute bei 2.000 UPM 
zentrifugiert und der Uberstand soweit entfernt, daJ3 der ver- 
bleibende Uberstand dem Bettvolumen entspricht. Ni-NTA Agarose 
wird auf genommen und in eine Saule gegeben. Mit einer FluBrate 
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von 2 ml/min wird mit 40 ml einer 0,01 % Deter gens-Stammlosung 
in PBS gewaschen, wodurch ein weiterer Detergensaustausch unter 
Beachtung der cmc-Werte erfolgt. 

Die Saule wird dann mit 10 ml von PBS/0,01 % Detergens- 
Stamml6sung/0 r 3 M Imidazol eluiert und die bei 280 nm absorbie- 

-renden— Frak-t-ionen— gesammelt-. 

Daraufhin erfolgt ftir vier Stunden eine Dialyse gegen 2 1 PBS 
bei 4**C, sowie Zugabe von 1 mM GSH/0,1 mM GSSG aus einer 100 x 
Stammlosung in Wasser. 

Die Losung wird dann fiir 48 Stunden bei 4**C gelagert, woraufhin 
durch FluBdialyse die Adenosinbindung nachweisbar war, der Re- 
zeptor lag also in nativer Form vor. . - 



Patentanspriiche 



Verf ahren zur Herstellung von in ihre native oder aktive 
Struktur gefalteten Proteinen aus der Gruppe, die Membran- 
proteine, insbesondere Rezeptoren, vorzugsweise aus der 
Familie der G-proteingekoppelten Rezeptoren, sowie Teilse- 
guenzen, homologe Sequenzen, mutierte Seguenzen und abge- 
leitete Seguenzen der Membranproteine und Rezeptoren um* 
faJ3t, mit den Schritten: 

- Bereitstellen von in einem ersten Detergens solubi- 
lisiertem Protein, und 

- Austausch des ersten Detergens' gegen ein zweites 
Detergens, das eine Faltung des Proteins in dessen 
native oder aktive Form induziert, 

dadurch gekennzeichnet, dafl das zweite Detergens ausge- 
wahlt ist aus der Gruppe : 

Alkyl-N,N-dimethylglycin (Alkyl = C8-C16) 

Alkylglykoside (Alkyl = C5-C12, auch verzweigtketti- 
ge Oder cyclische Alkylreste, glycosid = Alle Mono- 
und Disaccharide) 



2 



Saccharid-Fettsaureest r (bspw. Sucrosemonododeca- 
noat ) 

Alkylthioglycoside (Alkyl = C5-C12, auch ver- 
zweigtkettige oder cyclische Alkylreste, glycosid = 
Alle Mono- und Disaccharide mit S- statt O- 
g-lyeGsidisGher— Bindung-) 

Gallensauren (Cholatf Deoxycholat) und Derivate 
(bspw. CHAPS, CHAPSO) 

Glucamide (MEGA-8 bis -10, HEGA) 

- Lecithine und Lysolecithine (bspw. DHPC/ C12- 
Lysolecithin ) 

Alkyl-Phosphorylcholin (Alkyl = CIO - C16). 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , daB das 
zweite Detergens in einem Faltungspuf fer mit gemischten 
Lipid/Detergensmicellen vorliegt. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet> dal3 der 
Faltungspuf fer das zweite Detergens und Phospholipid aus 
einer naturlichen Quelle, vorzugsweise einen Lipidextrakt 
aus Gewebe enthalt, in dem das Protein natiirlicherweise 
vorkommt . 



4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , dafl der 
Detergensaustausch durch Dialyse- oder Ultrafiltrations- 
verfahren erfolgt. 

5. Verfahren nach Ans^>ruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB der 
Detergensaustausch iiber ein chromatographisches Verfahren 

erfoigti 

^^^^^6. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet^ dai3 der 
^^^^B Detergensaustausch durch Verdunnen des solubilisierten 

Proteins in einen das zweite Detergens enthaltenden Puffer 
erfolgt. 

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch ge- 
kennzeichnet^ dai3 nach dem Detergensaustausch in dem Pro- 
tein zumindest eine konservierte Disulf idbrticke ausgebil- 
det wird, vorzugsweise durch Zugabe einer Mischung aus 
oxidiertem und reduziertem Glutathione 




8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch ge- 
kennzeichnet, daJi das gefaltete Protein in Proteoliposomen 
eingebaut wird. 



9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB das Protein in Form von inclusion bodies 
in einer mit einem Expressionsvektor trans formierten Zel- 
linie produziert wird, in den ein fiir das Protein kodie- 
rendes Gen kloniert ist. 

10* Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch ge- 
kennzeichnet, daJJ das Protein Teil eines Fusionsproteins 



91 



4 



ist und vor Oder nach dem Detergensaustausch von dem Fusi- 
onsprotein abgespalten wird. 

11 • Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet , daJ3 die 
inclusion bodies aufgereinigt und durch Zusatz des ersten 
Detergens solubilisiert werden. 



12. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 11, dadurch ge- 
kennzeichnetr dai3 das erste Detergens ausgewahlt ist aus 
der Gruppe N-Lauroylsarcosin, Dodecylsulf at , andere gela- 
dene Detergentien Oder Harnstoff bzw. Guanidiniumchlorid 
in Kombination mit geladenen oder ungeladenen Detergen- 
tien. 

13. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 12, dadurch ge- 
kennzeichnet, daJ3 das zweite Detergens oberhalb der kriti- 
schen micellaren Konzentration eingesetzt wird. 

14. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 13, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB als zweites Detergens Alkyl- 
Phosphorylcholin mit einer KettenlMnge von C10-C16 einge- 
setzt wird. 

15. Proteoliposomen mit nach dem Verfahren nach einem der An- 
spriiche 1 bis 14 hergestelltera Protein. 

16. Verwendung eines Detergens" zur Herstellung von in ihre 
native oder aktive Struktur gefalteten Proteinen aus der 
Gruppe, die Membranproteine, insbesondere Rezeptoren, vor- 
zugsweise aus der Familie der G-proteingekoppelten Rezep- 
toren, sowie Teilsequenzen, homologe Sequenzen, mutierte 
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Sequenzen und abgeleitete Sequenzen der Membranproteine 
und Rezeptoren umfalJt, dadurch gekennzeichnet , dafl das De- 
tergens ausgewahlt ist aus der Gruppe: 

Allcyl-N,N-dimethylglycin (Alkyl = C8-C16) 

fti-kyiglykos-ide— ^A-lrkyi— =— e5-e-]r2-^ — aueh— ver^zwe4gtke%%-i•- 
ge Oder cyclische Alkylreste, glycosid - Alle Mono- 
und Disaccharide) 

- Sacchar id-Fett saureester ( bspw . Sucrosemonododeca- 
noat ) 

Alkylthioglycoside (Alkyl - C5-C12, auch ver- 
zweigtkettige oder cyclische Alkylreste, glycosid = 
Alle Mono- und Disaccharide mit S- statt O- 
glycosidischer Bindung) 

- Gallensauren (Cholat, Deoxycholat) und Derivate 
(bspw. CHAPS, CHAPSO) 

Glue amide (MEGA- 8 bis -10, HEGA) 

Lecithine und Lysolecithine (bspw. DHPC, C12- 
Lysolecithin) 

Alkyl-Phosphorylcholin (Alkyl = CIO - C16). 



